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1 UVOD 
 
V živilstvu in vsakdanjem življenju se srečujemo z bakterijami, ki imajo lahko negativen 
vpliv na kakovost hrane in našega zdravja. Proti njim uporabljamo antibiotike in druga 
sredstva, a v zadnjem času ugotavljamo, da so bakterije zanje postale manj občutljive. 
Rešitev tega problema bi lahko bila uporaba alternativnih naravnih protimikrobnih 
sredstev, kot so eterična olja in hidrolati rastlin. Poleg najboljših že v uporabi, kot sta npr. 
začimbi timijan in origano, bi lahko izbor eteričnih olj še povečali z rastlinami, ki so znane 
po ugodnih učinkih na zdravje in rastejo tudi pri nas v Sloveniji. Čeprav že obstajajo 
raziskave tudi o protibakterijski aktivnosti naših izbranih zdravilnih rastlin - sladki pelin 
(Artemisia annua), sivka (Lavandula hybrida), laški smilj (Helichrysum italicum), nemška 
kamilica (Matricaria recutita) in žajbelj (Salvia officinalis), jih še niso, po našem vedenju, 
primerjali skupaj v isti raziskavi, z uporabo metode razredčevanja v mikrotitrski plošči in 
proti bakterijam vrst Escherichia coli (E. coli) ter Staphylococcus epidermidis (S. 
epidermidis), ki sta pomembna oportunistična patogena tako v zdravstvu kot živilstvu. 
 
Cilj naše raziskave je bil zato ugotoviti, ali eterična olja in hidrolati petih izbranih 
zdravilnih rastlin delujejo protibakterijsko proti predstavnicam izbranih vrst in v strokovni 
literaturi raziskati, katere so aktivne sestavine, ki v njih delujejo protibakterijsko ter 
rezultate navezati na njihovo potencialno uporabo v zdravstvu in živilstvu. 
 
1.1 HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da bodo eterična olja in hidrolati izbranih zdravilnih rastlin, delovali 
protibakterijsko, in sicer tako, da: 
 bodo na splošno bolje delovali proti po Gramu pozitivnim kot proti po Gramu 
negativnim bakterijam, 
 bodo eterična olja imela boljše protibakterijsko delovanje kot hidrolati. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PRIDOBIVANJE ETERIČNIH OLJ IN HIDROLATOV S PARNO DESTILACIJO  
 
Parna destilacija je ena izmed metod, s katero lahko pridobimo eterična olja in hidrolate 
zdravilnih rastlin. Eterična olja so kompleksna mešanica hlapnih molekul, ki nastanejo kot 
posledica sekundarnega metabolizma aromatičnih in zdravilnih rastlin. Prevladujoče 
sestavine so monoterpeni, seskviterpeni in njihovi oksigenirani derivati (Abad in sod., 
2013). Hidrolati so vodna frakcija, pridobljena pri destilaciji, sestavljena iz vode, prisotne 
v rastlini in njenih bioloških hlapnih snovi, ter iz vode, vnesene med destilacijo. Imajo bolj 
blag vonj in nižjo biološko aktivnost od pripadajočega eteričnega olja (Prusinowska in 
sod., 2015). 
 
Primer naprave za izvedbo parne destilacije, s katero smo pridobili eterično olje in hidrolat 
lovorovih listov, je na sliki 1. Z listi smo napolnili destilacijsko posodo, pod njo pa 
postavili še posodo z vodo, ki smo jo segrevali na grelni plošči. Princip destilacije je ta, da 
vodni hlapi iz spodnje posode potujejo skozi lovorove liste, kjer se iz rastlinskih celic 
sprostijo hlapne komponente. Mešanica hlapov nato potuje preko hladilnika, kjer se hlapi 
kondenzirajo in zbirajo v cevki pod njim (vidno na desni strani slike). Tu dobimo vodno 
fazo – hidrolat, nad njo pa oljno fazo – eterično olje. Zaradi hidrofobne narave eteričnega 
olja se le ta ne meša s hidrolatom, zato lahko fazi po končani destilaciji preprosto ločimo z 
dekantiranjem.  
 
 
Slika 1: Naprava za parno destilacijo 
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2.2 POMEN IN UPORABA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV V ZDRAVSTVU  
 
Eterična olja imajo že dolgo zgodovino uporabe v tradicionalni medicini, znana pa so tudi 
po svoji alternativni uporabi v aromaterapiji. Uporabljamo jih tudi zaradi njihove dokazane 
protimikrobne aktivnosti, npr. pri zdravljenju okužb. Kot glavni povzročitelj bolnišničnih 
okužb so namreč danes prepoznane bakterije vrste S. epidermidis, predstavnice 
komensalov človeške kože, ki podobno kot bakterije vrste Staphylococcus aureus tvorijo 
biofilme na katetrih in medicinskih napravah, vstavljenih v telo bolnikov. Biofilmi so 
izredno odporni proti antibiotikom, zato je navadno edini način, da rešimo okužbe, ki so 
lahko življenjsko ogrožujoče, ta, da naprave popolnoma odstranimo (Abad in sod., 2013). 
Zaradi pojava odpornosti bakterij proti antibiotikom, ki je nastal zaradi njihove 
prekomerne uporabe in posledično selekcijskega pritiska pri bakterijah, so nove 
protibakterijske komponente rastlin popularna tematika v znanstvenih raziskavah zadnjih 
let (Abad in sod., 2013).  
 
Pozitivna stran uporabe eteričnih olj v zdravstvu je prav gotovo ta, da bi zaradi svoje 
kompleksne sestave, s prisotnostjo več različnih molekul, ki delujejo z različnimi načini 
protimikrobne aktivnosti, lahko nadomestila zdravila in antibiotike, ki delujejo na osnovi 
samo ene komponente (ang. monosubstance-based drugs) (Radulović in sod., 2013). Prav 
tako, imajo potencial za boj proti bakterijam, odpornim proti več antibiotikom oz. 
multirezistentnim bakterijam (ang. multidrug-resistant bacteria) (Lorenzi in sod., 2009). 
 
Ravno njihova kompleksna in variabilna sestava, ki je odvisna od številnih okoljskih 
dejavnikov, pa je lahko hkrati tudi njihova negativna stran uporabe v zdravstvu, saj ta 
vpliva na njihovo spremenljivo biološko in farmakološko aktivnost (Radulović in sod., 
2013). 
 
2.3 POMEN IN UPORABA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV V ŽIVILSTVU 
 
Eterična olja in hidrolati zdravilnih rastlin se uporabljajo tudi v živilski industriji. Sivko 
npr. srečamo v pijačah, sladoledu, žvečilnih gumijih in pekarskih izdelkih (Bajalan in sod., 
2017). Njihova uporaba narašča zaradi vedno večjega povpraševanja potrošnikov po 
nadomestitvi umetnih konzervansov z naravnimi, zato se jih dodaja predvsem zaradi 
podaljševanja obstojnosti živil, ker delujejo antioksidativno, pa tudi protimikrobno 
(Stanojević in sod., 2016).  
 
Med pogostimi kvarljivci in patogenimi mikroorganizmi v živilih, ki jih najdemo 
največkrat v raziskavah za protibakterijsko delovanje rastlinskih ekstraktov, spadajo tudi 
bakterije vrste E. coli, ki so v uporabi tudi kot pokazatelj fekalne kontaminacije živil (Cui 
in sod., 2015). Mnogi sevi te vrste, ki so prisotni v črevesni mikrobioti ljudi in živali, 
navadno ne ogrožajo zdravja. Obstajajo pa tudi določeni sevi, ki so postali patogeni, s 
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pridobitvijo virulentnih genov z mobilnimi genetskimi elementi, npr. enterotoksična E. 
coli. Ob zaužitju s kontaminirano hrano, povzročajo diarejo in ostale prebavne težave, ki se 
jih zdravi tudi s protibakterijskimi zdravili, a navadno ravno zaradi prisotnosti odpornih 
sevov, ta niso učinkovita (Abad in sod., 2013). Eterična olja se tako raziskuje tudi za boj 
proti takim bakterijam. 
 
Glavni problem za uporabo eteričnih olj v živilih, bi lahko sicer bil njihov močan vonj, ki 
včasih negativno vpliva na všečnost izdelkov, a se da problem preprečiti z uporabo 
tehnologije ovir (ang. hurdle technology), tako da se eterično olje uporabi v nižji 
koncentraciji in hkrati v kombinaciji z drugimi ukrepi: nižjim pH živila, nižjo vodno 
aktivnostjo, ali pa z nižjo temperaturo skladiščenja in nižjo koncentracijo kisika v 
embalaži. Lahko pa se poslužimo novejše metode aktivnega pakiranja, z 
mikroenkapsuliranjem eteričnih olj (Hayouni in sod., 2008). 
 
Eterična olja imajo tako velik potencial za uporabo v živilstvu. A splošno prepričanje, da 
so naravne sestavine varne, ni vedno pravilno. Zaradi njihove variabilne sestave so študije 
o njihovi toksičnosti še kako potrebne (Radulović in sod., 2013). Predpise o uporabi 
eteričnih olj in njihovih substanc kot aditivov v živilih podaja Evropska komisija, na 
podlagi znanstvenih podatkov o njihovi varnosti in neškodljivosti za zdravje. Tveganja o 
njihovi uporabi ocenjuje Evropska agencija za varnost hrane (EFSA - European Food 
Safety Authority) (Barbieri in Borsotto, 2018). 
 
2.4 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE ZDRAVILNIH RASTLIN 
 
V nadaljevanju so opisane najnovejše oz. najbolj relevantne raziskave o protibakterijskem 
delovanju eteričnih olj in hidrolatov izbranih zdravilnih rastlin, ki so med raziskovanimi 
mikroorganizmi vsebovale tudi bakterije vrst E. coli in S. epidermidis.  
 
2.4.1 Sladki pelin (Artemisia annua) 
 
Sladki pelin je enoletno zelišče, ki je razširjeno v Aziji, Evropi in Severni Ameriki, 
najdemo ga tudi po naših vrtovih. Poleg njegove dolge zgodovine uporabe v kitajski 
tradicionalni medicini, pa je najbolj znan po seskviterpenu artemizininu, ki se uporablja pri 
zdravljenju malarije. Ravno zaradi te bioaktivne komponente se je povečalo zanimanje za 
sladki pelin in s tem število študij, tudi o njegovi protimikrobni aktivnosti (Ćavar in sod., 
2012). 
 
Poleg artemizinina, so raziskovali delovanje tudi drugih glavnih komponent eteričnega olja 
sladkega pelina - artemisia keton, α-pinen, 1,8-cineol (oz. evkaliptol) in kafra (Radulović 
in sod., 2013). O učinkovitem inhibitornem delovanju celotnega eteričnega olja proti vsem 
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preiskovanim po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijam so pisali v 
raziskavi Ćavar in sod. (2012).  
 
Potencial eteričnega olja sladkega pelina so skušali aplicirati tudi v živilski stroki, in sicer 
v raziskavi Cui in sod. (2016). Tu so raziskovalci eterično olje kapsulirali v liposome in v 
kombinaciji s hitozanom, ustvarili užitni premaz za uporabo na surovih pridelkih. Dosegli 
so učinkovit bakteriostatični učinek proti patogenim bakterijam E. coli O157:H7 na 
češnjevih paradižnikih in s tem podaljšali obstojnost živila. Dokazali so tudi, da eterično 
olje ni bistveno vplivalo na slabšo senzorično oceno živila, in da bi tako lahko ta premaz 
potencialno uporabljali za aktivno pakiranje živil. 
 
2.4.2 Sivka (Lavandula hybrida) 
 
Sivka je zimzelena in močno aromatična rastlina, ki raste pretežno v mediteranskem 
okolju. Lavandula hybrida je hibrid med pravo sivko, Lavandula angustifolia, in 
širokolistno, Lavandula latifolia, vse tri pa so tržno najpomembnejše vrste sivke (Kivrak, 
2018). Posebnost naše raziskovane vrste je ta, da daje večji donos eteričnega olja (tudi 
štirikrat več od prave sivke) in postaja zato tudi vedno bolj popularna med pridelovalci, 
predvsem za uporabo v kozmetični, farmacevtski in živilski industriji (Blažeković in sod., 
2018). Po drugi strani pa ji navadno pripisujejo slabšo biološko kakovost, na račun višje 
vsebnosti kafre in posledično močnejšega vonja po njej (Blažeković in sod., 2018; Kivrak, 
2018). 
 
Raziskave v nadaljevanju pa, zanimivo, nasprotujejo temu splošno znanemu dejstvu. 
Hrvaška sorta hibridne sivke, ‘Budrovka’, je npr. vsebovala zelo malo kafre (pod 1 %) in 
izkazovala vsaj tolikšno ali celo močnejšo protibakterijsko aktivnost kot prava sivka 
(Blažeković in sod., 2018). Avtorji so močan inhibicijski učinek tako pripisali visoki 
vsebnosti linalola (več kot 50 %). Tudi iranske sorte so imele dobro protibakterijsko 
delovanje, s tem da so eterična olja vsebovala veliko več kafre (tudi nad 10 %), zelo malo 
linalola in linalil acetata, največ pa evkaliptola (med 32 in 48 %), kateremu so avtorji 
pripisali glavno vlogo pri protibakterijskem delovanju (Bajalan in sod., 2017). Dober 
protibakterijski učinek tako linalola kot evkaliptola so namreč že dokazali (Soković in sod., 
2010; Knobloch in sod., 1989). 
 
Raziskava Librán in sod. (2013) poroča tudi o možnosti uporabe eteričnega olja prave 
sivke in hibridne sivke v sirih, za preprečitev njihovega napihovanja, ki je posledica 
delovanja bakterij vrst E. coli in Clostridium tyrobutyricum. Bili sta namreč edini od 
preiskovanih olj aromatičnih rastlin, ki sta inhibirali obe bakterijski vrsti.  
 
O nizki protibakterijski aktivnosti hidrolata prave sivke, pa so poročali v raziskavi 
Prusinowska in sod. (2015), kjer so kljub temu poudarili, da je hidrolat kazal dobro 
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mikrobiološko stabilnost, saj po devetih mesecih niso zaznali bioloških ali olfaktornih 
sprememb ter da bi ga zato lahko uporabili v izdelkih, z namenom zmanjšanja uporabe 
drugih konzervansov.  
 
2.4.3 Laški smilj (Helichrysum italicum) 
 
Eterično olje laškega smilja, znano s komercialnim imenom immortelle, se že od nekdaj 
uporablja v tradicionalni medicini na območju Sredozemlja (Mastelic in sod., 2005). 
Protibakterijsko aktivnost tega eteričnega olja in sestavine geraniol, pa dokazuje raziskava 
Lorenzi in sod. (2009). Ugotovili so, da lahko sinergistično delujejo z uveljavljenimi 
antibiotiki, kot je npr. kloramfenikol, proti po Gramu negativnim bakterijam, tudi proti 
določenim sevom, ki so multirezistentni. Eterično olje laškega smilja deluje tudi tako, da 
inhibira njihove izlivne črpalke (ang. efflux pumps), ki skrbijo za odvajanje toksičnih snovi 
iz celice. 
 
Eterično olje laškega smilja je bilo učinkovito tudi proti po Gramu pozitivnim bakterijam, 
splošno učinkovito protimikrobno delovanje pa pripisujejo sestavinam olja, kjer so v 
ospredju oksigenirani terpeni: neril acetat, geranil acetat, geraniol in nerol (Djihane in sod., 
2017; Mastelic in sod., 2005). 
 
Cui in sod. (2015) so raziskovali tudi aplikacijo eteričnega olja laškega smilja na sveži 
zelenjavi, kjer zaradi odsotnosti termične obdelave živil obstaja večja nevarnost prisotnosti 
patogenih organizmov. Dokazali so, da so po tretiranju zelenjave z njim dosegli 
zadovoljivo znižanje populacij bakterij vrst E. coli in S. aureus, po petih dneh celo za več 
kot 90 %, in hkrati ohranili prvotni izgled, kakovost in trdoto. Eterično olje laškega smilja 
bi se zato lahko učinkovito uporabljalo na sveži zelenjavi, predvsem, ker le-ta vsebuje 
malo lipidov, ki bi lahko tvorili zaščiten film okrog bakterij in tako preprečil stik 
mikroorganizmov z eteričnim oljem (Cui in sod., 2015). 
 
2.4.4 Nemška kamilica (Matricaria recutita) 
 
Nemška kamilica je enoletno zelišče. Čaji, pripravljeni iz njenih posušenih cvetov, se 
tradicionalno uporabljajo v zdravstvene namene (Abad in sod., 2013). Med aktivnimi 
komponentami njenega modro obarvanega eteričnega olja sta najpomembnejši α-bisabolol 
(in njegovi oksidi) in hamazulen. 
 
Soković in sod. (2010) poročajo, da je eterično olje nemške kamilice izkazalo najslabšo 
protibakterijsko aktivnostjo med desetimi preiskovanimi rastlinami, imelo je še nižjo 
aktivnost od žajblja in pozitivne kontrole z antibiotikom streptomicinom. Stanojević in 
sod. (2016) pa so, nasprotno, dokazali, da bi eterično olje nemške kamilice lahko bilo 
dobra alternativa sintetičnim protimikrobnim sredstvom, saj je bila npr. inhibicijska cona 
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za bakterije vrste E. coli večja kot pri treh komercialno uporabljenih protibakterijskih 
spojinah: doksiciklinu, gentamicinu pa tudi streptomicinu. 
 
2.4.5 Žajbelj (Salvia officinalis) 
 
Že ime te rastline (Salvia officinalis, izhaja iz latinske besede salvere, ki pomeni »zdraviti 
se« oz. »počutiti se dobro in zdravo«) nam nakazuje njeno vlogo v zdravstvu. Poleg njene 
medicinske uporabe obstaja veliko študij o njenem protibakterijskem delovanju. 
 
Med glavnimi komponentami njenega eteričnega olja najdemo α-tujon, evkaliptol in kafro. 
Hayouni in sod. (2008), ki so dokazali ugoden učinek eteričnega olja na podaljšanje 
obstojnosti mletega govejega mesa, inokuliranega s salmonelo, poročajo, da se je v 
protibakterijskem testu sev E. coli izkazal za najbolj občutljivega izmed vseh bakterij za to 
eterično olje. Njegovo uporabnost v živilih so dokazali tudi z njegovo stabilnostjo, po 
šestih mesecih skladiščenja v hlajenih razmerah, se mu ni pomembno znižala 
protibakterijska aktivnost. 
 
Chovanová in sod. (2013) so dokazali uporabnost eteričnega olja žajblja proti kliničnim 
izolatom bakterij vrste S. epidermidis, tudi takemu, ki je kazal odpornost proti meticilinu. 
Eterično olje lahko namreč deluje sinergistično z antibiotikom oksaciklinom, kar bi lahko 
bil nov način za bojevanje proti odpornim bakterijam. Ekstrakti žajblja so pokazali boljše 
inhibicijske lastnosti kot pa ekstrakti iz družine Asteraceae (kamor spada tudi kamilica). 
 
Tudi protibakterijsko delovanje hidrolata žajblja so testirali, in sicer v raziskavi Ozturk in 
sod. (2016), pri dekontaminaciji zelene solate, kjer je pokazal šibko inhibicijo bakterijske 
populacije E. coli O157:H7 po 20 minutah delovanja. Hidrolata žajblja pa vseeno niso 
označili kot učinkovitega, saj za razliko od hidrolatov vrtnega šetraja, timijana in origana, 
ni dodatno znižal števila bakterij, tudi po daljšem časovnem stiku z njimi (po 40 minutah). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Za določitev protibakterijskega delovanja preiskovanih eteričnih olj in hidrolatov v 50 % 
koncentraciji, smo uporabili metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Začetno število 
bakterij v inokulumu smo preverili z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. Metodi 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici je sledila analiza rezultatov, določitev MIC 
(minimalne inhibitorne koncentracije) in MBC (minimalne baktericidne koncentracije) 
posameznega eteričnega olja. Za ovrednotenje protibakterijskega delovanja 75 % in 100 % 
hidrolatov smo uporabili prirejeno metodo. V nadaljevanju so podrobneje opisani materiali 
in metode, ki so bili potrebni za izvedbo omenjenega postopka. 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Uporabljeni mikroorganizmi 
 
Za raziskavo smo uporabili bakterijski kulturi: Escherichia coli ŽM 370 (ATCC 11229) in 
Staphylococcus epidermidis ŽMJ 489 iz Mikrobiološke zbirke Laboratorija za živilsko 
mikrobiologijo na Oddelku za živilstvo na Biotehniški fakulteti v Ljubljani. 
 
3.1.2 Eterična olja in hidrolati 
 
Preverili smo protibakterijsko delovanje eteričnih olj petih izbranih zdravilnih rastlin in 
njihovih hidrolatov (Preglednica 1). Poreklo rastlinskega materiala je zapisano v oklepajih. 
Eterična olja in hidrolate je v letu 2017 pripravil in daroval dr. Miha Jeršek. Eterično olje 
in hidrolat žajblja sta bila prisotna v skupni mešanici, tj. v enem samem vzorcu (oznaka 
14), ki smo ga testirali samo po metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici, kot ostala 
štiri eterična olja (3.2.4). 
 
Preglednica 1: Preiskovana eterična olja in njihovi hidrolati 
Oznaka Eterično olje/hidrolat Slovensko ime Latinsko ime 
7 EO (Gabrovka, Slovenija) 
Sladki pelin Artemisia annua 
7A H (Gabrovka, Slovenija) 
10 EO (Hvar, Hrvaška) 
Sivka Lavandula hybrida 
10A H (Hvar, Hrvaška) 
11 EO (Basina, Hrvaška) 
Laški smilj Helichrysum italicum 
11A H (Basina, Hrvaška) 
13 EO (Ljubljana, Slovenija) 
Nemška kamilica Matricaria recutita 
13A H (Ljubljana, Slovenija) 
14 EO + H (Stinica, Hrvaška) Žajbelj Salvia officinalis 
Legenda: EO - eterično olje, H - hidrolat 
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Vzporedno z eteričnimi olji in hidrolati zdravilnih rastlin, smo raziskovali tudi učinkovanje 
ekstrakta pire, ki so ga pripravili raziskovalci na Katedri za tehnologije, prehrano in vino 
na Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete v Ljubljani.  
 
Za pripravo osnovne raztopine eteričnih olj (vzorci 7, 10, 11, 13, 14), smo na analitski 
tehtnici v 1,5 ml-centrifugirke natehtali 50 mg vsakega posameznega eteričnega olja, 
dodali 940 µl absolutnega etanola in 10 µl emulgatorja Tween 80. 
 
Raziskovali smo tudi delovanje treh različnih koncentracij hidrolatov (vzorci 7a, 10a, 11a 
in 13a), in sicer 50 %, 75 % in 100 %. Vse hidrolate smo pred uporabo (tako kot eterična 
olja in ekstrakt pire) sterilizirali s filtracijo preko filtra s porami premera 0,2 µm in jih nato 
shranili do uporabe. Za preverjanje delovanja 50 % hidrolatov z metodo razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici, smo hidrolate uporabili v taki obliki (3.2.4). Da smo dosegli 75 % in 
100 % hidrolate, pa smo uporabili prirejeno metodo (3.2.5). 
 
3.1.3 Mikrobiološka gojišča  
 
Tekom eksperimenta smo uporabljali dve neselektivni gojišči: TSA (Tryptone Soya Agar, 
Oxoid, CM0131, Anglija) in TSB (Tryptic Soy Broth, Biolife, Italija), ki smo ju pripravili 
po navodilih proizvajalca. TSA smo uporabili za tedensko precepljanje bakterij in za 
metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. TSB pa smo uporabili pri metodi razredčevanja v 
mikrotitrski ploščici in za prekonočno namnoževanje bakterijskih kultur. Do uporabe smo 
gojišča hranili v hladilniku. 
 
3.1.4 Raztopine in reagenti 
 
 absolutni etanol (Merck, 1.00983.1000, Nemčija)  
 96 % etanol (Itrij, Slovenija) 
 destilirana voda (Biotehniška fakulteta) 
 fiziološka raztopina (Merck, 1.06404.1000, Nemčija) 
Pripravili smo 0,9 % raztopino NaCl v destilirani vodi in jo sterilizirali v avtoklavu 
na 121 °C, pri tlaku 1,1 bar za 15 min. Do uporabe smo jo hranili v hladilniku. 
 raztopina INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid, Sigma-
Aldrich, I8377-5G, ZDA) 
Raztopino smo pripravili po navodilih proizvajalca. Nato smo jo sterilizirali s 
filtracijo preko filtra z velikostjo por 0,2 µm. Raztopino smo shranili v 2 ml 
centrifugirkah, jih ovili v alu folijo ter shranili v hladilniku do nadaljnje uporabe.  
 Tween 80, (Merck, 8.22187.0500, Nemčija) 
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3.1.5 Laboratorijska oprema in aparature 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali drobno opremo in pripomočke (alu folija, 
avtoklavirni trak, avtomatske pipete – 10-, 100- in 1000-µl (Gilson, ZDA), centrifugirke – 
1,5- in 2-ml (Eppendorf, Nemčija), cepilne zanke za enkratno uporabo (Labortehnika 
Golias, Slovenija), drigalski spatula, injekcijske brizge (Sartorius, Nemčija), kovinske 
žlice, membranski filtri za injekcijske brizge s premerom por 0,2 µm (Sartorius, Nemčija), 
mikrotitrske ploščice z 96 vdolbinami (Labortehnika Golias, Slovenija), parafilm, 
petrijevke (Labortehnika Golias, Slovenija), plastične čaše, steklovina – čaše, merilni valji 
in epruvete (5- in 10-ml) z njihovimi kovinskimi zamaški, stojala za epruvete, tehtalne 
ladjice, nastavki za avtomatske pipete, vata, vžigalnik) ter aparature navedene v 
preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Uporabljene aparature, njihova oznaka in proizvajalec 
Aparatura Oznaka Proizvajalec 
analitska tehtnica ME 204 Mettler Toledo, Slovenija 
avtoklav 500x700, PR Sutjeska, Jugoslavija 
centrifuga miniSpin plus Eppendorf, Nemčija 
hladilnik HG 5.0, PR1 LTH, Slovenija 
inkubator I-115 C, 02011502 Kambič, Slovenija 
laminarij SMBC 122-AV Iskra Pio, Slovenija 
mešalnik mikrotitrskih ploščic ThermoMixer Comfort Eppendorf, Nemčija 
mikrovalovna pečica 
Cookn`Grill I300, Slower Wave 
1000W, EM-6400 
Sanyo, Japonska 
plinski gorilnik / / 
rotacijski stresalnik Vibromix, 314 EVT, PR 2196 Tehtnica, Jugoslavija 
sušilnik steklovine SO - 250 Elektromedicina, Slovenija 
tehtnica MonoBloc, PB1502-S Mettler Toledo, Slovenija 
vibracijski mešalnik FB15012, TopMix Fischer Scientific, ZDA 
vodna kopel WB-30 Kambič, Slovenija 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Revitalizacija in priprava prekonočnih kultur bakterij 
 
Bakterijski kulturi, ki sta bili shranjeni v zamrzovalniku, smo najprej revitalizirali, tako da 
smo vsako posebej prenesli iz suspenzije s krioprotektorjem najprej v tekoče gojišče TSB 
in inkubirali 24 ur pri 37 °C. Nato smo ju precepili na trdno gojišče TSA ter ponovno 
inkubirali 24 ur pri 37 °C. 
 
Za pripravo prekonočne kulture, smo s trdnega gojišča TSA s cepilno zanko za enkratno 
uporabo prenesli kolonijo uspešno revitaliziranih bakterij in jo nacepili v epruveto z 
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zamaškom s 4 ml gojišča TSB. Vsebino smo premešali na vibracijskem mešalniku. 
Epruveto smo postavili na stresalnik v inkubatorju in inkubirali preko noči pri 37 °C. 
 
3.2.2 Priprava delovnih kultur bakterij  
 
Pri uporabi delovne kulture bakterij za raziskavo protimikrobnega učinka eteričnih olj in 
hidrolatov, je bila želja dobiti začetno število celic približno 105 KE/ml.  
 
Pri prvem poskusu razredčevanja za eterična olja v mikrotitrski ploščici smo prekonočno 
kulturo premešali in nato dvakrat serijsko razredčili, in sicer tako, da smo 100 µl 
prekonočne kulture E. coli oz. S. epidermidis prenesli v epruveto z 10 ml gojišča TSB in to 
še enkrat razredčili. Tako smo dobili delovno kulturo bakterij za uporabo pri metodi 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Pri preverjanju delovanja 50 % hidrolatov, smo 
prekonočno kulturo razredčili samo enkrat. 
 
Pri drugem poskusu razredčevanja (ponovitev z eteričnimi olji: sivke, laškega smilja in 
žajblja), pa tudi za preverjanje delovanja 75 % in 100 % hidrolatov in delovanja ekstrakta 
pire, smo zaradi previsokega začetnega števila celic pri prvi ponovitvi (Preglednica 3) 
prekonočno kulturo E. coli trikrat razredčili, prekonočno kulturo S. epidermidis pa spet 
samo dvakrat. 
 
3.2.3 Metoda štetja kolonij na trdnem gojišču 
 
Za določanje začetnega števila bakterij v delovni kulturi smo uporabili metodo štetja 
kolonij na trdnem gojišču (ISO 4833, 1991). Delovno raztopino bakterij smo razredčevali 
po Kochu. Najprej smo jo premešali na vibracijskem mešalniku, nato pa 100 µl prenesli v 
epruveto z 900 µl fiziološke raztopine. Postopek prenašanja 100 µl raztopine iz prejšnje 
epruvete v novo epruveto s fiziološko raztopino smo ponavljali do razredčitve 10-7. 
Epruvete smo vmes tudi premešali na vibracijskem mešalniku. Po 10 µl vsake tako 
pripravljene redčitve smo v treh paralelkah prenesli na trdno gojišče TSA in inkubirali 24 
ur pri 37 °C. 
 
Po inkubaciji smo prešteli zrasle kolonije na števnih ploščah in izračunali začetno število 
bakterij po enačbi (1). 
 
𝑁 =
∑𝑐
(𝑛1+0,1∗𝑛2)∗𝑅
           …(1) 
 
Legenda: 
N – število bakterij (KE/ml) 
∑c – vsota kolonij na vseh števnih ploščah 
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n1 – število petrijevk pri prvi upoštevani razredčitvi 
n2 – število petrijevk pri drugi upoštevani razredčitvi 
R – faktor razredčitve pri prvi upoštevani razredčitvi 
 
3.2.4 Metoda razredčevanja v mikrotitrski ploščici  
 
Za določevanje protimikrobnega učinka eteričnih olj (vzorci 7, 10, 11, 13 in 14), pirinega 
ekstrakta in 50 % hidrolatov (vzorci 7a, 10a, 11a in 13a), smo se poslužili metode 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. V prvo vrstico ploščice smo odpipetirali po 100 µl 
osnovne raztopine raziskovanega protimikrobnega sredstva, v ostale pa po 50 µl tekočega 
gojišča TSB. Sledilo je razredčevanje s prenosom 50 µl raztopine iz zgornje v spodnjo 
vdolbinico v stolpcu tako, da smo v stolpcu dobili padajočo koncentracijo protimikrobnega 
sredstva od vrha navzdol, in sicer: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 in 0.39 mg/ml. Za 
vsako protimikrobno sredstvo smo naredili dve paralelki. V vsako vdolbinico na plošči 
smo na koncu dodali še 50 µl delovne kulture bakterij. Končni volumen  v vsaki luknjici je 
bil tako 100 µl.  
 
V paralelkah smo naredili še negativne kontrole za: 
 sterilnost hidrolatov in eteričnih olj (odpipetirali smo 50 µl protibakterijskega 
sredstva in dodali 50 µl gojišča), 
 sterilnost gojišča TSB (odpipetirali smo 100 µl gojišča). 
 
In pozitivne kontrole za: 
 delovno raztopino bakterij (100 µl), 
 etanol uporabljen pri pripravi osnovne raztopine eteričnih olj. 
Posebej smo v centrifugirki pripravili mešanico 50 µl absolutnega etanola in 950 µl 
gojišča TSB. V prvo vrstico mikrotitrske ploščice smo nato odpipetirali 100 µl 
mešanice, v spodnje vdolbinice pa smo dodali 50 µl TSB. Sledilo je razredčevanje 
kot pri vzorcih, na koncu smo še v vsako vdolbinico dodali 50 µl bakterijske 
delovne kulture. 
 
Ploščice smo nato premešali na mešalniku mikrotitrskih plošč 2 min, pri 30 °C in 650 
vrtljajih/min. Ploščice smo nato inkubirali 24 ur pri 37 °C. V vsako vdolbinico mikrotitrske 
ploščice, smo nato odpipetirali 10 µl raztopine INT (indikator metabolne aktivnosti), spet 
premešali na mešalniku za mikrotitrske ploščice in 30 min inkubirali pri 37 °C.  
 
Po inkubaciji smo preverjali MIC, tj. najnižja koncentracija sredstva, ki inhibira rast 
testiranega mikroorganizma (Golus in sod., 2016). MIC smo določili vizualno pri prvi 
neobarvani vdolbinici kot najnižja koncentracija, ki inhibira preiskovane bakterije. 
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Za določitev MBC, tj. najnižja koncentracija, ki ubije 99,9 % bakterijskih celic (Radulović 
in sod., 2013), smo izvedli metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. Testirali smo prvo 
neobarvano vdolbinico, (torej tam kjer smo določili MIC) in še dve vdolbinici nad njo 
tako, da smo odpipetirali trikrat po 10 µl vsebine iz vsake vdolbinice in jo prenesli na 
petrijevko s trdnim gojiščem TSA. Inkubirali smo 24 ur pri 37 °C in nato prešteli zrasle 
kolonije. MBC smo določili pri najnižji koncentraciji, pri kateri ni bilo rasti na trdnem 
gojišču. 
 
3.2.5 Metoda razredčevanja za preverjanje 75 % in 100 % hidrolatov 
 
Da smo dosegli 75 % in 100 % hidrolate (vzorci 7a, 10a, 11a in 13a), protimikrobnega 
delovanja nismo mogli določiti po običajni metodi razredčevanja v mikrotitrski ploščici, 
zato smo se odločili za prirejeno metodo, opisano v nadaljevanju. Najprej smo v 
centrifugirke odpipetirali 1 ml delovne raztopine bakterij in to centrifugirali. Potem smo s 
pipeto odstranili čim več supernatanta oz. tekočega gojišča bakterij. Za pripravo želenih 
koncentracij smo v centrifugirke, ki so na dnu vsebovale pelet bakterij dodali še: 
 za pridobitev 75 % koncentracije: 750 µl hidrolata + 250 µl TSB, 
 za pridobitev 100 % koncentracije: 1000 µl hidrolata. 
 
Centrigurke smo inkubirali 24 h pri 37 °C. Po inkubaciji smo jih premešali in nato izvedli 
metodo štetja kolonij na trdem gojišču TSA, da smo določili protimikrobni učinek. 
Odpipetirali smo 10 µl vsebine centrifugirk (v treh paralelkah) na petrijevke z gojiščem 
TSA in inkubirali 24 ur pri 37 °C. Nato smo izračunali število celic. Kjer so bile plošče 
neštevne (>3000 KE/ml), smo zaključili, da ni protibakterijskega učinka, kjer pa je bilo 
število celic 100 ali manj, smo določili protibakterijski učinek. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE ETERIČNIH OLJ  
 
Eterična olja zdravilnih rastlin – sladki pelin, sivka, laški smilj in nemška kamilica, ter 
mešanica eteričnega olja in hidrolata žajblja, so pokazali protibakterijsko delovanje. MIC 
in MBC za testirane vrste bakterij so zapisane v preglednici 3. V primeru sivke, laškega 
smilja in žajblja smo naredili še drugo ponovitev, da smo preverili nejasne rezultate prve 
ponovitve.  
 
Preglednica 3: Vrednosti MIC in MBC eteričnih olj izbranih zdravilnih rastlin za bakterije vrst E. coli in S. 
epidermidis 
 
 
EO 
 
 
E. coli S. epidermidis 
MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) 
N0 (KE/ml) N0 (KE/ml) N0 (KE/ml) N0 (KE/ml) 
2,3x103 1,1x106 2,3x103 1,1x106 2,7x104 4,2x104 2,7x104 4,2x104 
Sladki 
pelin 
/ 6,25 / 12,5 / 3,13 / 12,5 
Sivka 6,25 6,25 6,25 6,25 3,13 3,13 3,13 3,13 
Laški 
smilj 
3,13 6,25 3,13 6,25 3,13 3,13 3,13 3,13 
Nemška 
kamilica 
/ 6,25 / 12,5 / 3,13 / 6,25 
Žajbelj 6,25 6,25 25 >25 12,5 12,5 25 12,5 
Legenda: EO - eterično olje, N0 - začetno število bakterij, MIC - minimalna inhibitorna koncentracija, MBC 
- minimalna baktericidna koncentracija 
 
Tako kot ostali raziskovalci lahko rečemo, da so eterična olja na splošno bolje delovala 
proti po Gramu pozitivnim kot po Gramu negativnim bakterijam, saj je so bile MIC za 
bakterije vrste S. epidermidis pri večini 3,13 mg/ml, pri bakterijah vrste E. coli pa jih je več 
delovalo inhibitorno pri koncentraciji 6,25 mg/ml. Znano je namreč, da so po Gramu 
negativne bakterije bolj odporne proti eteričnim oljem zaradi svoje kompleksne sestave 
celične stene: iz citoplazemske membrane, periplazme in zunanje membrane (Djihane in 
sod., 2017), ki jih tako ščiti pred delovanjem protibakterijskega sredstva. 
 
Primerjava vseh olj med sabo, od tistega z najboljšim do tistega z najslabšim delovanjem 
proti bakterijam vrste S. epidermidis, bi lahko bila glede na vrednosti MIC (mg/ml) in 
MBC (mg/ml), prve in druge ponovitve, takšna: 
 laški smilj in sivka (MIC je 3,13; MBC je 3,13), 
 nemška kamilica (MIC je 3,13; MBC je 6,25), 
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 sladki pelin (MIC je 3,13; MBC je 12,5), 
 žajbelj (MIC je 12,5; MBC je 12,5-25). 
 
Po delovanju proti bakterijam vrste E. coli pa jih lahko razvrstimo takole: 
 laški smilj (MIC je 3,13; MBC je 6,25), 
 sivka (MIC je 6,25; MBC je 6,25), 
 sladki pelin in nemška kamilica (MIC je 6,25; MBC je 12,5), 
 žajbelj (MIC je 6,25; MBC je >25). 
 
Za natančnejšo opredelitev bi bila potrebna še statistična analiza. Primerjava pa je težja 
tudi zaradi dejstva, ker je bilo pri drugi ponovitvi, ki smo jo delali samo za laški smilj, 
sivko in žajbelj, začetno število bakterij 1000x nižje v primeru bakterij vrste E. coli 
(2,3x103 KE/ml), kot pri prvi ponovitvi (1,1x106 KE/ml). Število celic pri drugi ponovitvi 
za bakterije vrste S. epidermidis je bila podobna tisti pri prvi ponovitvi (104 KE/ml), a 
vseeno drugačna od števila bakterij vrste E. coli. 
 
Soković in sod. (2010) so npr. raziskovali delovanje eteričnih olj desetih zdravilnih rastlin, 
med katerimi tudi tri iz naše raziskave. Po protibakterijski učinkovitosti so si sledila tako: 
sivka (Lavandula angustifolia) > žajbelj (Salvia officinalis) > nemška kamilica (Matricaria 
recutita), kar je deloma skladno z našimi rezultati. Pri naših rezultatih za žajbelj moramo 
namreč upoštevati, da je bilo eterično olje žajblja in hidrolat žajblja težko ločiti, in da v 
osnovni raztopini najverjetneje ni bilo čisto eterično olje, ampak tudi del hidrolata. Lahko 
pa zaključimo, da sta imela eterično olje laškega smilja in sivke najboljše delovanje, sledita 
jima sladki pelin in nemška kamilica, medtem ko bi bilo za žajbelj smiselno eksperiment 
ponoviti s čistim eteričnim oljem.  
 
4.1.1 Sladki pelin in splošno delovanje eteričnih olj 
 
Protibakterijsko aktivnost eteričnega olja sladkega pelina lahko označimo kot učinkovito. 
Z vrednostjo MIC 6,25 mg/ml in MBC 12,5 mg/ml za bakterije vrste E. coli, se približamo 
rezultatom raziskave Cui in sod. (2016), kjer so določili MIC 4 mg/ml in MBC 8 mg/ml, 
ali tudi raziskavi Ćavar in sod. (2012), kjer so določili MIC 10 mg/ml. V njihovi raziskavi 
je bil to celo boljši rezultat od pozitivne kontrole s timolom, ki je prisoten v večini 
zdravilnih rastlin in ima znano protimikrobno aktivnost (Ćavar in sod., 2012). 
 
Učinkovito protibakterijsko delovanje eteričnega olja sladkega pelina so Cui in sod. (2016) 
pripisali splošnemu učinkovanju eteričnih olj. Ta lahko namreč zaradi svoje lipofilne 
narave vplivajo na integriteto lipidov v celični membrani bakterij. Isti avtorji so tudi 
dokazali, da povzročijo povečano permeabilnost celične membrane, kar privede do izgube 
celične vsebine in  s tem tudi pomembnih molekul, kot sta ATP in DNA. Posledično to 
vodi v smrt celice.  
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4.1.2 Sivka, laški smilj in vpliv sestave eteričnih olj 
 
Naši rezultati za eterično olje sivke se razlikujejo od raziskave Blažeković in sod. (2018). 
Za bakterije vrste E. coli so določili MIC pri 1 mg/ml, MBC pa pri 1,5 mg/ml, mi pa smo 
določili MIC in MBC pri 6,25 mg/ml. Iz preglednice 3 je razvidno, da so bakterije vrste S. 
epidermidis bile občutljivejše - MIC in MBC je 3,13 mg/ml.  
 
Rezultate protibakterijskega delovanja eteričnega olja laškega smilja lahko za bakterije 
vrste S. epidermidis, za katere smo določili MIC 3,13 mg/ml, primerjamo rezultatom 
Orchard in sod. (2017). Tako za bakterije vrste S. epidermidis kot za bakterije vrste E. coli, 
so namreč določili MIC pri 2 mg/ml. Podobno so o enaki učinkovitosti proti po Gramu 
negativnim kot proti po Gramu pozitivnim bakterijam poročali v raziskavi Cui in sod. 
(2015) – MIC je bila za vse 0,05 %. O boljši učinkovitosti na bakterije vrste S. epidermidis 
kot na bakterije vrste E. coli, podobno našim rezultatom, pa so poročali Djihane in sod. 
(2017). 
 
O dodatnem učinku posameznih komponent, predvsem njihovih funkcionalnih skupin, ki 
prispevajo k protibakterijskemu delovanju eteričnih olj, pa so avtorji poročali predvsem pri 
teh dveh rastlinah. Raziskava Knobloch in sod. (1989) je dokazala namreč, da med 
najaktivnejše sestavine olj spadajo fenoli - npr. timol in karvakrol, komponenti timijana in 
origana. Slednjemu so boljše protibakterijsko delovanje od vseh naših zdravilnih rastlin 
dokazali tudi v raziskavi Stipič (2018), ki je potekala vzporedno z našo.  
 
Po učinkovitosti pa jim sledijo ostali nefenolni alkoholi, kot sta pogosti komponenti 
laškega smilja – geraniol in nerol ter znana komponenta sivke – linalol. Zaradi 
esterifikacije svoje hidroksilne skupine so verjetno manj aktivni od fenolov (Knobloch in 
sod., 1989). Tudi z našim eksperimentom smo dokazali močnejše protibakterijsko 
delovanje eteričnega olja laškega smilja in sivke v primerjavi z ostalimi, kar je morda 
povezano tudi z možno prisotnostjo teh komponent. Ravno na račun teh in ostalih 
terpenoidov so Mastelic in sod. (2005) ter Djihane in sod. (2017) pripisali protibakterijsko 
aktivnost laškemu smilju. Raziskava Blažeković in sod. (2018) pa omenja linalol kot enega 
izmed možnih dejavnikov za učinkovito delovanje eteričnega olja sivke. 
 
Knobloch in sod. (1989) kot komponente s šibkejšim delovanjem navajajo aldehide, 
ketone, z najšibkejšim protimikrobnim delovanjem pa preproste ogljikovodike. V to 
skupino spadajo α-pinen, artemisia keton, kafra, (kot komponente sladkega pelina), 
katerim tudi v raziskavi Radulović in sod. (2013) niso pripisali posebnega 
protibakterijskega učinka. Pa tudi hamazulen, komponenta nemške kamilice, ki je bila 
relativno gledano najslabše protibakterijsko sredstvo v raziskavi Soković in sod. (2010).  
 
Jovanovski T. Protibakterijsko delovanje hidrolatov in eteričnih olj izbranih zdravilnih rastlin.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
17 
Sestava eteričnih olj pa je zelo variabilna, odvisna od številnih dejavnikov okolja: sestava 
tal, podnebje, čas obiranja rastline, uporabljen rastlinski del pri destilaciji (Abad in sod., 
2013) in genetski faktorji kot npr. uporabljena sorta (Bajalan in sod., 2017). Ravno sestava 
olj lahko vpliva tudi na razlike, ki smo jih pokazali med našimi in rezultati prejšnjih 
raziskav, saj brez kemijske analize ne moremo delovanja naših vzorcev pripisati le 
določenim glavnim komponentam. Poleg tega pa številni avtorji opozarjajo, da 
najverjetneje prihaja do sinergizma med njimi in tudi manj zastopanimi komponentami, ki 
modulirajo njihovo delovanje (Ćavar in sod., 2012). 
 
4.1.3 Nemška kamilica, žajbelj in vpliv metode za določevanje protibakterijskega 
delovanja 
 
V naši raziskavi je bilo delovanje eteričnega olja nemške kamilice primerljivo delovanju 
sladkega pelina. Dve raziskavi (Soković in sod., 2010; Stanojević in sod., 2016) pa zelo 
različno ocenjujeta njegovo delovanje, prvi kot neučinkovito, drugi pa kot učinkovito.  
 
Rezultatov nobene od teh raziskav ne moremo direktno primerjati z našimi rezultati, ker so 
raziskovalci uporabili drugačno metodo od naše. O problemu uporabe različnih metod za 
merjenje protibakterijskega delovanja so poročali že v prejšnjih raziskavah. Golus in sod. 
(2016) npr. navajajo, da je metoda difuzije v trdnem gojišču (v raziskavi Stanojević in sod., 
2016), uporabna le za preliminarno, kvalitativno analizo podatkov, dejstvo pa podpirajo z 
razlago, da hidrofobna lastnost esencialnih olj preprečuje njihovo enakomerno difuzijo po 
rastnem mediju. Z metodo razredčevanja v tekočem gojišču (v raziskavi Soković in sod., 
2010) pa lahko rezultate tudi kvantitativno ovrednotimo.  
 
A tudi pri tej obstajajo manjše alteracije v sami izvedbi. Mi smo npr. pri razredčevanju 
eteričnih olj uporabili etanol, medtem ko so drugod uporabljali DMSO (npr. Djihane in 
sod., 2017), aceton (npr. Orchard in sod., 2017), ali pa so ga razredčili le z rastnim 
gojiščem (npr. Cui in sod. 2016). V naši raziskavi smo dokazali, da etanol ni deloval 
inhibitorno na bakterije obeh testnih sevov in ga zato ne štejemo med razloge za dobro 
protibakterijsko aktivnost raziskovanih eteričnih olj. 
 
Ovrednotenje rezultatov za vzorec žajblja je bilo najtežje, saj smo tudi pri drugi ponovitvi 
za bakterije vrste S. epidermidis zanj določili različne MIC in MBC kot pri prvi ponovitvi, 
čeprav je bila začetna koncentracija celic zelo podobna (104 KE/ml). Avtorji sklepamo, da 
razlog tiči morda v sami sestavi eteričnega olja, ki je bilo edino od vseh preiskovanih 
vzorcev, ki se je nahajalo v isti raztopini s hidrolatom žajblja. O omejitvi uporabe metode 
razredčevanja v tekočem gojišču, kjer prihaja do napačne interpretacije rezultatov na račun 
ločevanja oljne in vodne faze, ki se kljub uporabi emulgatorjev ustvari zaradi slabše 
disperzije lipofilnih snovi v tekočem gojišču, so že poročali. Stik med mikroorganizmi in 
eteričnim oljem je tako slabši. Odčitavanje MIC postane tudi težavo, zaradi motnosti 
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vodno-oljne emulzije. Problem bi morda lahko rešili z uporabo druge metode, kot je 
mikrodilucija v trdnem gojišču (Golus in sod., 2016; Mann in Markham, 1998). Lahko pa 
bi tudi ponovili metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici, tokrat tako, da bi vzorec 
žajblja obravnavali kot ostale štiri hidrolate – brez razredčevanja z etanolom. 
 
Kljub opisanim omejitvam, so naši rezultati za vzorec žajblja, MIC (6,25 mg/ml) in MBC 
(25 mg/ml), še vedno primerljivi z rezultati raziskave Hayouni in sod. (2008), kjer so 
določili MIC za tri seve E. coli: pri najbolj občutljivem so določili MIC pri 4,5 mg/ml, pri 
kliničnem izolatu 18 mg/ml in pri izolatu iz živila 36 mg/ml. Naši rezultati pa se ne 
skladajo z raziskavo Chovanová in sod. (2013) ter Soković in sod. (2010), kjer so določili 
boljše delovanje žajblja od kamilice. 
 
Za konec omenjamo še potrebo po vzpostavitvi enotnega kriterija, po katerem bi lahko 
definirali, katera so dobra protimikrobna sredstva in katera ne. Orchard in sod. (2017) so 
npr. v svoji raziskavi, kjer so preverjali protibakterijsko delovanje eteričnih olj 59 rastlin, 
označili kot aktivna (dobro učinkovanje) tista, ki so delovala z MIC 1 mg/ml ali manj, kot 
neaktivna (slabše učinkovanje), pa so označili tista, ki so imela MIC več kot 1 mg/ml. 
 
4.2 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE HIDROLATOV 
 
Hidrolati štirih zdravilnih rastlin (sladki pelin, sivka, laški smilj, nemška kamilica) v 50 % 
koncentraciji na bakterije vrst E. coli in S. epidermidis (začetno število bakterij 106 KE/ml) 
niso delovali inhibitorno. Hidrolati imajo na splošno slabšo aktivnost, kar je lahko 
posledica manjše vsebnosti hlapnih organskih snovi, v primerjavi z eteričnimi olji istih 
rastlin (Prusinowska in sod., 2015).  
 
Pri ponovitvi poskusa z višjo koncentracijo hidrolatov (75 % in 100 %) pa smo ugotovili, 
da ima sivka očiten inhibitoren in baktericiden učinek tako na bakterije vrste E. coli 
(začetno število bakterij 103 KE/ml) kot na bakterije vrste S. epidermidis (začetno število 
bakterij 104 KE/ml) (Preglednica 4). V študiji Prusinowska in sod. (2015), je hidrolat prave 
sivke inhibiral 0,05 % populacije E. coli ATCC 1627. Moon in sod. (2006) pa so za 
hidrolate treh sort hibridne sivke dokazali, da ne delujejo protibakterijsko. Tudi hidrolati 
rastlin, katerih eterična olja imajo močno protibakterijsko delovanje, niso bili uspešni, kar 
razlagajo s predpostavko, da komponente s protibakterijskim učinkovanjem pri sivki niso 
topne v vodi. Dobro protibakterijsko delovanje našega hidrolata pa lahko pripišemo 
njegovi kemijski sestavi, ki morda vsebuje več v vodi topnih aktivnih komponent. 
 
Pri uporabljeni 100 % koncentraciji ostalih treh hidrolatov (sladki pelin, laški smilj, 
nemška kamilica) pa smo opazili vidno manjšo gostoto celic na petrijevih ploščah, čeprav 
so te bile še vedno neštevne. Ta šibak protibakterijski učinek smo opazili samo pri 
bakterijah vrste S. epidermidis, zato spet sklepamo, da razlog za to tiči v enostavnejši 
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sestavi celične stene po Gramu pozitivnih bakterij v primerjavi s po Gramu negativnimi. 
Primerljivih študij o protibakterijskem delovanju teh treh hidrolatov nismo našli.  
 
Preglednica 4: Protibakterijska aktivnost hidrolatov izbranih zdravilnih rastlin na bakterije vrst E. coli in S. 
epidermidis 
Bakterije Hidrolat 
Vsebnost hidrolata (%) 
75 % 100 % 
N (KE/ml) Učinek N (KE/ml) Učinek 
E. coli 
sladki pelin > 3000 
ni opaznega 
učinka 
> 3000 
ni opaznega 
učinka 
sivka <100 MIC <100 
MBC vrednost 
je med 75 % in 
100 %. 
smilj >3000 
ni opaznega 
učinka 
>3000 
ni opaznega 
učinka 
nemška 
kamilica 
>3000 
ni opaznega 
učinka 
>3000 
ni opaznega 
učinka 
S. 
epidermidis 
sladki pelin >3000 
ni opaznega 
učinka 
>3000, a opazen šibek 
protibakterijski učinek. 
sivka 100 MIC <100 
MBC vrednost 
je med 75 % in 
100 %. 
smilj >3000 
ni opaznega 
učinka 
>3000, a opazen šibek 
protibakterijski učinek. 
nemška 
kamilica 
>3000 
ni opaznega 
učinka 
>3000, a opazen šibek 
protibakterijski učinek. 
Legenda: N - število bakterij zraslih po prekonočni inkubaciji s hidrolati, MIC - minimalna inhibitorna 
koncentracija, MBC - minimalna baktericidna koncentracija 
 
4.3 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE EKSTRAKTA PIRE 
 
Začetno število bakterij je bilo isto kot za drugo ponovitev eteričnih olj. Iz preglednice 5 
lahko razberemo, da ekstrakt pire, pripravljen v tekočem gojišču TSB, ni deloval 
inhibitorno proti bakterijam vrste E. coli, pa tudi ne proti bakterijam vrste S. epidermidis. 
MIC nismo vizualno določili, saj so bile vse vdolbinice rožnato obarvane, kar je kazalo na 
to, da so bile bakterije še vedno metabolno aktivne. Z metodo štetja kolonij na trdnem 
gojišču, smo tudi v vzorcih iz zadnje vdolbinice, torej pri najvišji koncentraciji pirinega 
ekstrakta, 50 mg/ml, na vseh ploščah dobili veliko število bakterij, ki jih ni bilo mogoče 
prešteti (>3000 KE/ml).  
 
Pirin ekstrakt, pripravljen v etanolu, pa je po drugi strani imel zelo dobro protibakterijsko 
delovanje, tako proti po Gramu pozitivnim kot po Gramu negativnim bakterijam. Kontrola 
z etanolom je bila sicer pozitivna (rožnato obarvana), a morda je ravno etanol pripomogel 
k boljšemu protibakterijskemu delovanju pirinega ekstrakta. Nadaljnje raziskave so tu 
potrebne. 
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Preglednica 5: Protibakterijsko delovanje različno pripravljenega ekstrakta pire 
Bakterije 
Priprava 
ekstrakta v 
MIC (mg/ml) N (KE/ml) MBC (mg/ml) N (KE/ml) 
E. coli 
EtOH 6,25 3000 12,5 <100 
TSB ni določena >3000 / / 
S. epidermidis 
EtOH 6,25 66 12,5 <100 
TSB ni določena >3000 / / 
Legenda: EtOH - etanol, TSB - tekoče gojišče, MIC - minimalna inhibitorna koncentracija, MBC - 
minimalna baktericidna koncentracija, N - število bakterij  
 
5 SKLEPI 
 
Z mikrobiološko analizo delovanja eteričnih olj in hidrolatov izbranih zdravilnih rastlin – 
sladki pelin (Artemisia annua), sivka (Lavandula hybrida), laški smilj (Helichrysum 
italicum), nemška kamilica (Matricaria recutita) in žajbelj (Salvia officinalis), smo prišli 
do sklepov: 
 da eterična olja in hidrolati delujejo bolj učinkovito proti po Gramu pozitivnim kot 
po Gramu negativnim bakterijam, 
 da imajo eterična olja boljšo protibakterijsko aktivnost od hidrolatov istih rastlin, 
 da sta izmed eteričnih olj najbolje učinkovala tista iz sivke in laškega smilja, 
 da se je izmed hidrolatov najbolje izkazal tisti iz sivke. 
 
6 POVZETEK  
 
Problema odpornosti bakterij proti raznim antibiotikom se v zadnjih letih lotevamo tudi z 
uporabo naravnih, rastlinskih produktov kot so eterična olja, hidrolati ali ekstrakti. 
Produkti parne destilacije, eterična olja in hidrolati, so se skozi številne raziskave izkazali 
kot učinkovita protimikrobna sredstva. Njihovo potencialno uporabo vidimo predvsem v 
zdravstvu, kjer bi še posebej v bolnišnicah bila uporabna pri preprečevanju okužb zaradi 
formiranja biofilmov, odpornih proti že uveljavljenim antibiotikom. Prav tako bi jih lahko 
uporabili v živilstvu, za nadomeščanje sintetičnih konzervansov, z namenom podaljšanja 
obstojnosti živil in preprečevanja kvara s patogenimi mikroorganizmi. 
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici smo tako raziskali protibakterijski učinek 
eteričnih olj zdravilnih rastlin, ki rastejo tudi v Sloveniji - sladkega pelina, sivke, laškega 
smilja in nemške kamilice ter mešanice eteričnega olja in hidrolata žajblja. Prav tako smo 
testirali protibakterijsko delovanje hidrolatov prvih štirih rastlin. Njihovo aktivnost smo 
opredelili na podlagi določenih MIC in MBC proti po Gramu pozitivnim bakterijam vrste 
S. epidermidis in po Gramu negativnim bakterijam vrste E. coli.  
 
Pri vseh eteričnih oljih smo dokazali protibakterijsko aktivnost. Vzorec žajblja je imel 
najbolj spremenljive rezultate, najverjetneje na račun svoje sestave, so se pa MIC za ostala 
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štiri eterična olja gibale med 3,13 mg/ml in 12,5 mg/ml, MBC pa med 3,13 mg/ml in 25 
mg/ml. Eterična olja so bolje delovala proti po Gramu pozitivnim bakterijam, večina z 
MIC 3,13 mg/ml, medtem ko so bile MIC za po Gramu negativne bakterije večinoma 6 
mg/ml. Najbolje izmed eteričnih olj sta se izkazala sivka in laški smilj z MIC in MBC 3,13 
mg/ml proti bakterijam vrste S. epidermidis, sledili sta olji sladkega pelina in nemške 
kamilice.  
 
Hidrolati niso imeli pomembne protibakterijske aktivnosti, deloval je le hidrolat sivke v 75 
in 100 % koncentraciji. Hidrolati sladkega pelina, laškega smilja in nemške kamilice so 
sicer pokazali šibko protibakterijsko delovanje v 100 % koncentraciji, a le proti bakterijam 
vrste S. epidermidis. Preverjali smo tudi protibakterijsko delovanje ekstrakta pire - bolje je 
deloval ekstrakt pripravljen v etanolu kot pa ekstrakt pripravljen s tekočim gojiščem TSB. 
 
Protibakterijsko delovanje eteričnih olj lahko pripišemo njihovi lipofilni naravi, zaradi 
katere lahko povzročijo večjo permeabilnost celične membrane in izgubo celične vsebine. 
Njihova aktivnost je tudi posledica učinkovanja glavnih komponent, predvsem 
oksigeniranih terpenov in najverjetneje tudi manj zastopanih komponent, ki modulirajo 
njihovo delovanje. Različna protibakterijska aktivnost eteričnih olj je zato lahko posledica 
njihove sestave, ki je odvisna od genetskih in številnih okoljskih dejavnikov. Manjša 
protibakterijsko aktivnost hidrolatov je verjetneje posledica manjše vsebnosti hlapnih 
aktivnih komponent. 
V luči nadaljnjih raziskav bodo koristni predvsem naši novi podatki o vplivu eteričnih olj 
na bakterije vrste S. epidermidis, o kateri smo našli malo obstoječih raziskav, opravljenih z 
našo metodo. Tudi o protibakterijskem delovanju hidrolatov sladkega pelina, laškega 
smilja in nemške kamilice je bilo le malo objavljenega.  
 
Eterična olja in hidrolati zdravilnih rastlin, kjer še posebej izpostavljamo laški smilj in 
sivko, imajo tako velik potencial za uporabo v živilski industriji in tudi v zdravstvu, ob 
vzpostaviti ustreznih standardov. 
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